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第 I 章 序章  
 
I-1 小児がん発生頻度・概要 
小児がんはまれな疾患であり、15 歳未満人口 70,000 人あたり 1 人の割合で
発生し[1, 2]、国内におけるすべての小児がん患者の年間発生数はわずか 2,000
～2,500 人程度と推計されている（厚生労働省 http://www.mhlw.go.jp）。 
小児がんの中で最も頻度が高く、全体の約 3 割を占める急性リンパ性白血病
(ALL)であっても、国内の年間発症人数は 500 例程度と推定されている。 
 
I-2 小児がん治療の進歩 
小児がんはその希少性から、治療法が確立していないものも多いが[3-5]、一
部の疾患では 1960 年代以降の予後の改善が目覚ましい[1]。特に ALL や悪性リ
ンパ腫を含むリンパ性悪性腫瘍は、1960 年代には 10 年生存率が 10％に満たな
かったものが、1990 年代には、世界の先進国における長期生存率が 80％程度と
なった[1, 2, 6, 7]。この多くは、診断技術の向上とリスク分類に基づく治療方針
の層別化、頭蓋照射、大量メソトレキセート(MTX)療法、骨髄移植などの治療
法や支持療法の進歩等による[1, 8, 9]。 
目覚ましい治療成績の改善が得られた一方、一部の予後不良患者に対しては
治療法、診断法、および支持療法の開発によって、更に生存率の向上を目指す
ことが急務である。同時に、合併症や 2 次発がんの回避等のための個別化医療
が求められている[9-11]。小児 ALL では、これまでの光学顕微鏡による骨髄寛
解の判定に加え、治療経過中の flow cytometry や PCR 法を用いた分子生物学
的評価により残存病変評価を行う（微少残存病変）など、新たな予後不良因子
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の検討がなされているが、いずれも現在利用している予後因子を上回るほどの
有用性はない。 
 
I-3 小児がんと遺伝子多型 
近年小児がん患者の治療成績向上を目標として、これまで行われてきた診断
技術・治療法・支持療法等と異なるアプローチとして、宿主要因、特に胚細胞
系の遺伝子多型による危険因子の関連研究が注目をされている[12-15]。米国に
おける小児急性リンパ性白血病治療において、人種による生存率の差異が報告
されている[16-18]。 
また、欧米の一部の研究グループでは遺伝子多型によって、6-mercaptopurine
（6MP）の内服量を変更させることが標準治療として採用され[12, 19]、一方で
は、MTX の葉酸代謝経路の多型によって投薬量を変更させることで、より安全
に強化した治療が行えたとの報告がある[20]。 
しかしながら、日本人を対象にした小児がん治療の有効性・安全性と遺伝子
多型との関連調査は限られている[21-23]。遺伝子多型との関連調査は人種によ
る差異が大きいと推察されることから[24]、日本人を対象とした調査が必須であ
る。 
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第 II 章 小児リンパ性悪性腫瘍患者における MTX と、MTX の作用
機序 
 
II-1 小児がん患者治療における MTX の重要性 
小児 ALL 治療においては、予防的頭蓋放射線照射により長期寛解をもたらす
という画期的な報告[25] が示されて以降、中枢神経再発予防を目的として、
1980 年代までは全例に頭蓋照射を行っていた。しかし近年、長期生存者におけ
る知的障害等の中枢神経合併症や二次性脳腫瘍が一定の割合で報告されるよう
になり、生存率は改善したものの、患者の生活の質を悪化させる結果となって
いた[26, 27]。 
しかしながら MTX を 3 g/m2と大量に投与することにより、髄腔内濃度が上
昇し、最低治療濃度である 0.5 µmol/L に達することが報告され[28]、大量 MTX
や MTX 髄腔内注射等の導入によって、頭蓋放射線照射をせずに中枢神経再発の
抑制が可能になった。以降メソトレキセート（MTX）は ALL 治療において必須
の薬剤となり、大量療法や髄腔内投与を通じて治療成績を飛躍的に向上させた[1, 
7, 29, 30]。 
 
II-2 MTX の薬物動態・作用機序 
体内に取り込まれた MTX は肝臓で活性体となる。また replication factor C 1 
（RFC-1）による能動輸送によって細胞内に取り込まれ、ATP-binding 
cassette（ABC）輸送タンパクによって細胞外へ排出される[31]。投与された
MTX は主として腎臓からの排泄によって体内から消失する。排泄能は腎機能に
依存し個人差が大きく、米国小児 ALL 患者における大量 MTX 時のクリアラン
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スの平均値は各コースで異なるが 106～133 ml/min/m2であり、各コースにおけ
る個人間のクリアランスの差異は 50 ml/min/m2程度であった[31, 32]。 
MTX 作用機序・有害事象出現率は少量投与と大量投与の場合に若干異なるが、
いずれの場合も MTX 血中濃度が 0.1 µmol/L を上回っている時間に影響される
[33]。細胞内において、MTX は主として 2 つの酵素を阻害することによって葉
酸による DNA 新生を阻害する[34, 35]（図 1）。第一に、葉酸アナログとして
MTX は強力な dihydrofolate refuctase (DHFR)の競合阻害因子として働く[35, 
36]。DHFR は葉酸を活性体であるテトラヒドロ葉酸塩（THF）に変換させ、
THF はチミジル酸生成酵素（TS）の基質となる。TS はデオキシウリジン一リ
ン酸をデオキシチミジン-5-一リン酸に変換させ、最終的に DNA を合成する。
第二に、ポリグルタミン酸化 MTX は TS の活性を直接阻害する[36, 37]。 
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第 III 章 小児急性リンパ性白血病患者における weekly high-dose 
MTX 療法中の有害事象と遺伝子多型との関連 
 
III-1 小児がん患者治療における大量 MTX 療法 
前述（II-1）の通り、小児リンパ性腫瘍において、大量 MTX 療法は必須の治
療であり[7, 38]、先進国における ALL、non-Hodgkin lymphoma (NHL) 治療
計画では大量MTX療法はほぼ全ての治療に組み込まれている[7, 38-40]一方で、
その有害事象は時に治療中断や死の転帰をたどるなど重篤な場合もある[31, 
41-43]。 
 
III-2 遺伝子多型と治療中有害事象との関連 
近年大量 MTX 療法において、MTX の血中からの消失や有害事象の発現に個
人差・人種差があることが報告されている[44]。葉酸経路の酵素である MTHFR
遺伝子多型と MTX 療法中の有害事象の発現の有無について研究がなされ[44, 
45]、米国・欧州で小児 ALL 患者において輸送タンパクである SLCO1B1 の遺
伝子多型がMTXの血中からの消失に関連があったとGenome-wide association 
study（GWAS）によって報告された[32, 46, 47]。 
 
 methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR) 
MTHFR は 5,10-メチレン-THF を 5-メチル-THF へ変換する重要な酵素であ
り、5,10-メチレン-THF は DNA 新生の酵素の TS の基質である[48]（図 2）。
MTHFR の遺伝子多型のうち、よく報告がなされているものは、rs1801133 
(c.677C>T, p.Ala222Val) と rs1801131 (c.1298A>C, p.Glu429Ala)であり、
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MTHFRc.677C>Tはエクソン4に位置し、MTHFR共因子である flavin adenine 
dinucleotide との結合部位に位置している。また、MTHFRc.1298A>C はエク
ソン 7 に位置していて、MTHFR の S-adenosyle methionine 制御因子をコード
する部位にあり[49]、遺伝子多型を有していると酵素活性が低下する[50]。 
既報では MTHFR c.677C>T と ALL 治療による有害事象との関連調査では、
T アレルを有するもので MTX 排泄遅延や、肝機能異常・消化管障害・白血球数
低下などの有害事象が増加するとの報告がある[45, 51]。一方、有害事象とは無
関係との報告がある[14]。また、MTHFRc.1298A>C と ALL 治療中の関連調査
では、有害事象とは無関係とするものもある[14]。更に、長期認知機能との関連
を報告したものがある[52]。このように欧米を中心として MTHFR 遺伝子多型
と MTX 投与による有害事象発現頻度との関連を指摘する報告は多いが、アジア
人、特に日本人患者を対象としたものは限られている[21, 22, 45]。 
 
  solute carrier organic anion transporter family member 1B1 (SLCO1B1) 
輸送タンパクの一部は MTX 排泄と関連し[31, 53]、は Organic 
anion-transporting polypeptide (OATP)の一つである SLCO1B1 は、肝細胞類
洞側や腸細胞に存在する（図 3）。SLCO1B1 を遺伝子導入した細胞は MTX 等
の物質を取り込む[46, 54-56]一方で、SLCO1B1 遺伝子多型アレル(rs56101265
の C, rs4149056 の C, rs55901008 の A)を持った細胞では基質の取り込みが障
害されることが示されている[46, 57]。米国において小児 ALL 患者に対して行
われた大量 MTX 療法で MTX 排泄能と SLCO1B1 遺伝子多型との関連が報告さ
れたが、対象に含まれるアジア人種の数はごく少数であった[47, 55]。これらの
多型はスペインの小児 ALL 患者における大量 MTX 投与後 72 時間の MTX 血中
濃度との関連が報告された[58]。日本では、成人リウマチ患者において検討され
8
た報告があるのみで、結果として SLCO1B1 多型（rs4149056 と rs2306283 
(c.388A>G, p.N432D)）と MTX の治療効果や有害事象の出現頻度との関連は示
されなかった[59]。 
人種によってアレル頻度が異なることや、同様の治療を行っても人種による
治療成績の差があることを考慮すると、これら多型と治療との関連は各人種・
地域によって異なってくると推察される[16, 60, 61]。 
 
III-3 目的 
日本人小児 ALL 患者における MTHFR および SLCO1B1 遺伝子多型
（MTHFRc.677C>T, c.1298A>C, SLCO1B1 c.1865+4846T>C, c.521T>C）と
MTX 単剤投与中の有害事象並びに血中濃度との関連を調査する。 
 
III-4 対象 
MTX 投与中の有害事象並びに血中濃度と遺伝子多型との関連をより正確に
調査をするため、同一の MTX 単剤療法（weekly 大量 MTX 療法）を受けた ALL
患者（標準・高危険群）のみを対象とした。weekly 大量 MTX 療法は、week1, 
2, 3 の day0 にそれぞれ MTX 髄腔内投与および MTX 3 g/m2の持続静注を行う
治療計画である。有害事象など特別な理由がない限り 7 日ごとに計 3 回投与す
るように計画されたものである。 
患者は 1993 年 11 月～2012 年 11 月に筑波大学附属病院および茨城県立こど
も病院で診療を受けたもので、筑波大学附属病院の定める倫理規定に則り同意
の得られた症例を本研究の対象とした。本研究は筑波大学倫理委員会に平成 23
年 12 月 19 日付で承認された。（通知番号は第 218 号、研究課題名は「薬物代謝
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に関与する酵素遺伝子の多型・変異が及ぼす臨床経過への影響に関する研究」）。 
 
III-5 治療法および有害事象評価 
すべての患者は東京小児がん研究グループ（TCCSG）L99-15[62]に則って治
療が行われた。MTX を 3 g/m2を 12 時間か 24 時間持続投与し、ロイコボリン
レスキューとして活性型葉酸の補充を行うもので、代表的な投与法は 15 mg/m2
を MTX 開始後 36 時間から開始し、6 時間毎、合計 6 回である。 
大量 MTX 投与後の MTX 血中濃度は 48 時間後から連日 0.1 µmol/L を下回る
まで、あるいは担当医が必要と判断した時に測定された。投与後 48 時間値で 1.0 
µmol/L、72 時間値で 0.1 µmol/L 以上の時に血清 MTX は高値と判断した。 
評価項目としての有害事象は嘔吐、下痢、ALT 値、血清ビリルビン値、血清
クレアチニン値とし、Cancer Therapy Evaluation Program of the National 
Cancer Institute (http://ctep.cancer.gov/)より提唱されている Common 
Terminology Criteria for Adverse Event (CTCAE) v4.0 に沿って格付けした。
有害事象の評価は、各 weekly MTX コース中の最悪値をそれぞれ用いた。各コ
ース中に血清クレアチニン値の上昇が 1.5 倍以上、ALT の上昇が CTCAEv.4.0 
grade2 以上、血清総ビリルビン値が 1.5 mg/dl 以上となる有害事象が一つでも
認められたものを、「global toxicity がある」と判定した。 
毎週投与されるべき weekly MTX が有害事象出現等の理由で 5 日を越えて延
長した時に、有意な投与の遅延と判定した。 
 
III-6 遺伝子多型同定法 
DNA は寛解期の 0.5～2ml の末梢血か骨髄血、もしくはパラフィン包埋され
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た寛解期骨髄検体より Genomic DNA Isolation Kit (QiAamp DNA Blood Mini 
Kit, QiAamp DNA Blood Midi Kit または QIAamp DNA FFPE Tissue: 
Qiagen, Vealo, Netherlands)を用いて抽出した。抽出法は製品指示書に従った。 
MTHFR (c.677 C>T, c.1298 A>C)と SLCO1B1 (c.1865+4846 T>C, c.521 
T>C) は TaqMan Assay-on-Demand SNP Typing System (Applied Bio 
Systems, Foster City, CA, USA) を用いて製品指示書に従い同定した。 
Taqman PCR の遺伝子型同定 PCR は 5 ng の DNA を 384 穴のプレートを用
い行い、ABI PRISM 7900HT（version 2.2.2, Applied Biosystems）で既報通
り同定した[63]。 
 
III-7 統計学的解析 
Hardy-Weinberg 平衡（HWE）はχ二乗検定で行った。 
日本人対照データは HapMap database (HapMap JPT, 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) 及び Genome Medicine Database of Japan 
(GeMDBJ, https://gemdbj.nibio.go.jp/dgdb/index.do) を用い、症例－対照解析
はχ二乗もしくは Fisher の正確確率検定を用いた。 
有害事象と遺伝子多型との関連はχ二乗検定を用いた。 
MTX 血中濃度を有害事象マーカーとして妥当かどうか評価を行うため、
global toxicity の有無、大量 MTX 投与後の血清 MTX 血中濃度 48/72 時間値と
の関連をχ二乗検定もしくは Fisher の正確確率検定を用いた。 
解析は SPSS（version 12.0、 SPSS Inc. Chicago, IL, USA）を用い、p<0.05
を有意差ありとした。 
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III-8 結果 
患者背景を表 1 に示す。対象は 58 例の ALL 患児（男性 26 例、女性 33 例）
であり、投与された大量 MTX 療法、計 149 コースで解析を行った。年齢の中
央値は 6.50 (1.58-15.83) 歳であった。初発時白血球数 20,000 /µL未満が 49例、
20,000～50,000 /µL が 5 例、50,000～100,000 /µL が 4 例であった。100,000 /µL
以上は MTX 単独療法を受けないため、今回の対象には含めなかった。TCCSG
の定める危険群別患者数は、標準危険群 29 例、高危険群 29 例（表 2）[62]。
患者転帰は第 1 寛解期 51 例、第 2・3 寛解期 6 例、原病死 1 例、観察期間中央
値は 66.5（10.2－188.8）か月であった。すべての患者が初日に MTX の髄腔内
投与と 3 g/m2の MTX の持続投与を受け、うち 12 時間持続投与が 19 コース、
24 時間持続投与が 130 コースであった。 
患者遺伝子多型および対照群遺伝子多型を表 3 に示す。患者群における HWE
は平衡に達しており、MTHFRc.677C>T, c.1298A>C, SLCO1B1 
c.1865+4846T>C, c.521T>C でそれぞれ p=0.390、p=0.801、p=0.519、p=0.968 
であった。患者‐Hapmap JPT 間のアレル頻度は差がなく、χ二乗検定でそれ
ぞれ MTHFRc.677C>T, c.1298A>C, SLCO1B1 c.1865+4846T>C, c.521T>C で
p=0.398、p=0.918、p=0.874、p=0.098 であった。患者‐GeMDBJ 間では
MTHFRc.677C>T, c.1298A>C, SLCO1B1 c.521T>C で p=0.327、p=0.872、
p=0.674 であった。 
遺伝子多型と大量 MTX 療法中の有害事象との関連を表 4 に示す。 
MTX血中濃度と遺伝子多型：MTHFRc.1298A>CのAAホモアレルとMTX 48
時間値の高値（>1.0 µmol/L）とに関連がある傾向があったが、統計学的有意差
には至らなかった。 
ALT 上昇と遺伝子多型：MTHFR c.677C>T の CC ホモアレル患者に施行さ
れた 49 コース中 9 コース（18.3％）で ALT 上昇（CTCAE v.4.0 grade2 以上）
があったのに対し、少なくとも 1 つの多型を有している患者に対して施行され
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た 100 コース中 41 コース（41％）で ALT 上昇が認められ、統計学的に有意差
が認められた（p=0.006）。同様に、MTHFR c.1298A>C の AA ホモアレル患者
に施行された 96 コース中 38 コース（39.6％）で ALT 上昇（CTCAE v.4.0 grade2
以上）があったのに対し、少なくとも 1 つの C アレルを有している患者に対し
て施行された 52 コース中 11 コース（21.9％）でしか ALT 上昇が認められず、
有意差が認められた（p=0.036）。 
治療計画の遅延：評価可能な 101 コースで評価を行った。治療計画では 7 日
ごとに投与される weeklyMTX 療法が有害事象出現等で 5 日を超えて遅延投与
された例が MTHFR c.677C>T の CC ホモアレル患者に施行された 32 コース中
8 コース（25.0％）のみであったのに対し、T アレルを一つでも有する患者に施
行された 69 コース中 33 コース（48.2％）で遅延を認め、統計学的有意差が認
められた（p=0.030）。 
一方で、SLCO1B1 多型（c.1865+4846T>C, c.521T>C）と有害事象や治療計
画の遅延との関連は認められなかった。 
次に血清 MTX 濃度と有害事象との関連を表 4 に示す。MTX 血中濃度（48 時
間値、72 時間値）が高値であった群は投与前後におけるクレアチニン上昇が 1.5
倍以上であったものが多かった（各々p<0.001, p=0.003）。また、MTX 血中濃
度（48 時間値）が高値であった群では 7 日ごとに投与されるよう計画されてい
る次の投与が 5 日以上遅延した（p=0.013）。大量 MTX 療法中に 1 例の患者が
血液透析を要するような腎障害を併発した。この患者の血清 MTX48 時間値は
42.71 µmol/L、72 時間値は 15.65 µmol/L で、血清クレアチニン値は投与前値と
比し 11.9 倍に上昇したため、以降の大量 MTX 療法は行われなかった。この患
者の遺伝子多型は MTHFR c.677 CC、MTHFR c.1298 AA、SLCO1B1 
c.1865+4846TT、SLCO1B1 c.521 TT であり、全て野生ホモ型であった。 
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III-9 考察 
大量 MTX は種々の悪性腫瘍に有効な薬剤であり、小児リンパ性悪性腫瘍患者
（ALL/NHL）の治療におけるキードラッグの一つであるが、その有害事象は時
に重篤であり、その発生の程度に個体差・人種差があることが知られている[41, 
44]。Kishi らは 240 例の小児 ALL 患者（黒人 44 例、白人 167 例、アジア人 1
例、そのほか 28 例）において、治療中の黄疸の頻度を黒人と白人で比較すると、
黒人での頻度が高く、体質性黄疸で最も多い Gilbert 症候群の遺伝子 UGT1A1
の多型で補正を行っても優位であった[17]と報告した。また、米国において小児
ALL 患者 434 例に対して投与された 3,014 コースの解析では人種によるメソト
レキセートの排泄差異が報告され、アフリカ系アメリカ人において有意に排泄
能が高かった[45]。これらのことから、宿主因子の解析においては人種毎の解析
が必須と考えられる。 
これまでによく研究されている葉酸代謝サイクルの酵素である MTHFR の多
型 c.677C>T はヘテロ変異で約 30%、c.1298A>C はヘテロ変異で約 60%程度に
酵素活性が減弱し[50]、ホモシステイン値が高値となることが報告されている
[64]。白人成人 ALL82 例において MTHFR c.677C>T および c.1298A>C と無
病再発期間と有害事象との関連を調査した報告では、MTHFRc.677C>T の T ア
レルは MTX を用いた維持療法中に肝機能異常や骨髄抑制などの有害事象が強
いことや[65]、卵巣癌患者において TT ホモアレルを有する患者群で 40 倍有害
事象発現頻度が高かったと報告されている[66]。一方、主として白人小児 ALL
患者において、大量 MTX 療法中の有害事象発現に差がなかったとする報告もあ
り[60]、評価は定まっていない[67]。 
これまでに日本人小児を対象とした報告は少ない。Imanishi らは 20 例の小
児 ALL および 6 例の NHL に対して投与された大量 MTX 療法（3 g/m2）の解
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析を行っており、MTHFR c.677C>T の TT ホモアレルにおいて MTX 投与後 48
時間血中濃度が有意に高く、肝機能異常とは無関係と報告した[45]。これは本研
究の結果と異なるが、対象患者が ALL と NHL と複数であり、前後における治
療法が異なること、MTX 単独療法と明記されていないことから患者群や治療法
が統一されていないことなどが推察される。 
Shimasaki らは小児 ALL もしくは NHL 患者 15 例に対して投与された大量
MTX（3 g/m2）43 コースを対象とし解析し、MTHFRc.677C>T の T アレルと
肝機能異常、消化管障害、嘔吐、クレアチニン値の上昇などの有害事象や MTX
血中濃度との間に相関は見られなかったと報告した[21]。 
MTX 血中濃度と MTHFR 多型との関連調査では、Shimasaki らと本研究と
もに有意差を持った結果とはならず、Imanishi らの結果と矛盾した。また、肝
機能異常と MTHFR 多型との関連調査では本研究では有意な関連を認めたが、
前述の 2研究とも有意差を持った関連を認めず、本研究と異なる結果であった。
この理由として、患者の均一性とコホートサイズの違いがあげられる。 
我々は茨城県内で小児がんの治療を行っている限定された 2 施設での調査を
行ったが、本 2 施設では月に一度合同カンファレンスを開催し、頻繁に医師・
患者の相互交流があり、患者管理・治療プロトコールはほぼ統一されていると
考えられる。また、本研究では小児 ALL54 例に対し、のべ 149 コース施行され
た MTX 単剤療法（3 g/m2）の評価を行ったことから、患者背景および治療法が
より均一なものとなった。このことから遺伝子多型と有害事象・血中濃度との
関連を正確に評価できたと考えられた（表 1、表 3～5）。しかし、我々の解析で
も人数が少数であったことから年齢・性別等との多変量解析は行えておらず、
正確な判定のためには均一な患者集団で、より大規模な研究が必要である。 
我々は茨城県内で発生するほぼ全例の小児がん症例を診療する 2 施設で小児
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ALL 患者群を対象として評価を行ったところ、MTHFRc.677C>T の T アレル
が血清 ALT 値の上昇、治療の遅延の双方との関連を認めた。これは日本人で同
様の治療を受ける者にとって、有害事象を予見する一つの指標（リスク因子）
となりうるだろう。 
一方、米国 St. Jude Research Hospital において 434 例の小児 ALL 患者に施
行された大量 MTX3,014 コースにおける MTX 排泄能と 500,568 か所の SNPの
関連を調査した研究で、SLCO1B1 多型が MTX 排泄能低下と関連がある（p=8.2
×10-11）と報告された[32, 55]。この研究結果に関しては、主として白人を対象
に追試が行われ、関連性が報告されていた[47, 58]。一方、われわれの研究では
関連があるとの結果には至らず、これは人種差または治療プロトコールの差異
によるものが考えられ、日本人における GWAS 研究が待たれる。本研究では 48
時間後の MTX 血中濃度が有意にクレアチニン値の上昇や治療間隔の延長と相
関していたが、この MTX 血中濃度高値を予測する因子は特定されなかった。 
 
III-10 結論 
MTHFR c.677C>T の T アレルは、日本人小児 ALL 患者で大量 MTX 療法中
の血清 ALT 高値と関連し、次投薬の遅延と関連した。 
主として白人コホートを用いた GWAS 研究で MTX 排泄能遅延と関連が報告
されたSLCO1B1遺伝子多型は、我々のコホートでは関連性が示されなかった。 
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第 IV 章 小児リンパ性悪性腫瘍患者における無病生存率と遺伝子
多型の関連 
 
IV-1 MTHFR 遺伝子多型と生命予後との関連 
近年、第 II 章で記載したような MTX 療法における有害事象発現頻度の差異
のみならず、小児 ALL 患者における予後と遺伝子多型との関連報告がある。  
MTHFRc.677C>TのTアレルを有する症例の再発率が上昇するとの米国の小児
がん研究グループからの報告がある[60]一方、MTHFRc.677C>T の T アレルま
たは MTHFRc.1298A>C の A アレルを持つ症例の全生存率が高いとのブラジル
からの報告や[48]、MTHFRc.677C>T の T アレルまたは MTHFRc.1298A>C の
C アレルを有する症例の無病生存期間が短いとの報告がある[68]。III-2 で前述
の通り、多くの MTHFR 遺伝子多型と小児 ALL 患者における遺伝子多型と予後
との関連報告の多くは白人を対象としており、アジア人を対象にしたものは限
られ、特に日本人患者を対象とし、予後因子としての解析を行ったものはない
[21, 22, 45]。 
 
IV-2 目的 
大量MTX療法を施行された日本人小児ALL及びNHL患者におけるMTHFR
および SLCO1B1 遺伝子多型（MTHFRc.677C>T, c.1298A>C, SLCO1B1 
c.1865+4846T>C, c.521T>C）と治療成績との関連を調査する。 
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IV-3 対象 
患者は 1993 年 11 月～2012 年 11 月に筑波大学附属病院および茨城県立こど
も病院で診療を受けた小児 ALL 及び NHL 患者で、大量 MTX 療法（3 g/m2も
しくは 5 g/m2）を受け、筑波大学附属病院の定める倫理規定に則り同意の得ら
れた 103 例である。本研究は筑波大学倫理委員会に平成 23 年 12 月 19 日付で
承認された。通知番号は第 218 号、研究課題名は「薬物代謝に関与する酵素遺
伝子の多型・変異が及ぼす臨床経過への影響に関する研究」である。 
 
IV-4 遺伝子多型同定法 
DNA は寛解期の 0.5～2ml の末梢血か骨髄血、もしくはパラフィン包埋され
た寛解期骨髄検体より Genomic DNA Isolation Kit (QiAamp DNA Blood Mini 
Kit, QiAamp DNA Blood Midi Kit か QIAamp DNA FFPE Tissue: Qiagen, 
Vealo, Netherlands)を用いて抽出した。抽出法は製品指示書に従った。 
MTHFR (c.677 C>T, rs1801133, c.1298 A>C, rs1801131)と SLCO1B1 
(c.1865+4846 T>C, rs11045879, c.521 T>C, rs4149056) は TaqMan 
Assay-on-Demand SNP Typing System (Applied Bio Systems, Foster City, 
CA, USA) を用いて製品指示書に従い同定された。 
Taqman PCR の遺伝子型同定 PCR は 5 ng の DNA を 384 穴のプレートを用
い行い、ABI PRISM 7900HT（version 2.2.2, Applied Biosystems）で同定し
た。 
MTHFR c.1298 A>C の遺伝子型の同定は、再発・死亡症例の全例と、第 1 寛
解期患者の一部において、Sangar 法を用いても同定を行った。用いたプライマ
ーは 5’-TTTGGGGAGCTGAAGGACTA-3’ (forward) 及び 
5’-CTTTGTGACCATTCCGGTTT-3’ (reverse)で、既報の通りに増幅を行い[22]、
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BigDye Terminator v.1.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) を用い、
ABI PRISM 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems)で解析を行った。 
 
IV-5 統計学的解析 
Hardy-Weinberg 平衡（HWE）はχ二乗検定で行った。 
日本人対照データは HapMap database (HapMap JPT, 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) 及び Genome Medicine Database of Japan 
(GeMDBJ, https://gemdbj.nibio.go.jp/dgdb/index.do) を用い、症例－対照解析
はχ二乗もしくは Fisher の正確確率検定を用いた。有害事象と遺伝子多型との
関連はχ二乗検定を用いた。 
再発・死亡をイベントとし、無イベント率の解析を行う際に、治療終了 1 か
月以内に肺高血圧症で死亡した 1 例は除外した。 
解析は SPSS（version 12.0、 SPSS Inc. Chicago, IL, USA）を用い、p<0.05
を有意差ありとした。 
 
IV-6 結果 
対照患者を表 6、7 に示す。小児 ALL 患者 82 例（B-cell precursor 69 例、
T-lineage 9 例、そのほか 4 例）で、初発時白血球数 20,000 /µL 未満が 61 例、
20,000≧50,000 /µL 未満が 8 例、50,000 以上 100,000 /µL 未満が 8 例、100,000 
/µL 以上が 5 例であった。TCCSG の定める初期リスク分類（表 2）では標準危
険群が 30 例、高危険群が 29 例、超高危険群が 18 例、そのほかが 5 例であった。 
NHL 患者は全 21 例（Burkitt 10 例、T-lineage 5 例、Diffuse large B cell 
lymphoma 2 例、そのほか 4 例）であった。初診時の Murphy 分類（表 8）[69]
では stageI が 1 例、stageII が 4 例、stageIII が 7 例、stageIV が 9 例であった。 
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ALL と NHL を合わせた全対象患者の合計は 103 例であり、第 1 寛解期を維
持しているものが 89 例、第 2／3 寛解期 8 例、死亡例 6 例（内 1 例は肺高血圧
症による死亡[70]）であった[34]。発症時年齢の中央値は 7.4（0.2-19.2）歳で男
児 62 例、女児 41 例、観察期間は中央値 59.9（2.1－188.8）か月であった。 
患者遺伝子多型別人数および対照群遺伝子多型別人数を表 9に示す。患者群
における HWE は平衡に達しており、MTHFRc.677C>T, c.1298A>C, SLCO1B1 
c.1865+4846T>C, c.521T>C でそれぞれ p=0.049、p=0.633、p=0.495、p=0.686 
であった。患者‐Hapmap JPT 間のアレル頻度は差がなく、χ二乗検定でそれ
ぞれ MTHFRc.677C>T, c.1298A>C, SLCO1B1 c.1865+4846T>C, c.521T>C で
p=0.442、p=0.924、p=0.896、p=0.066 であった。患者‐GeMDBJ 間では
MTHFRc.677C>T, c.1298A>C, SLCO1B1 c.521T>C で p=0.885、p=0.765、
p=0.408 であった。SLCO1B1 c.1865+4846T>C は GeMDBJ ではデータがなく、
検証を行わなかった。 
遺伝子多型別に第一寛解期を維持している患者人数と、死亡あるいは再発し
た患者人数別に表 7 に示した。MTHFR c.1298A>C の C アレルを少なくとも 1
つ持つ患者 35 例は全例第一寛解期を維持していたが、AA ホモアレル患者 67
例中 13 例が再発し、そのうち 5 例が原病死をしていた（p=0.004）。無イベント
生存率の表を図 2 に示す。 
 
IV-7 考察 
直接的な MTX 治療中の影響の有無にかかわらず、MTHFR 多型は葉酸代謝経
路の酵素であることから、DNA・RNA 新生や、DNA 修復またはメチル化に影
響を与える可能性がある[49]。 
また、神経管欠損は先天奇形の一つであるが、葉酸の補充が神経管欠損症の
発症を抑制すること、MTHFRc.677C>TのTアレルを持つ胎児・母親において、
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胎児の神経管欠損症の発生の増加と関連があるとの報告があり[71]、MTHFR 多
型そのものが独立して中枢神経系への治療毒性等と関連する可能性がある。 
また、MTHFR 多型とがん発症との関連を調査した複数の論文が発表されて
いるが、Izmirli らは、一定した見解が得られていないとしている[49]。即ち、
乳がんでは 17 報の有意な関連を占めす論文がある一方で 17 報の有意な関連が
ないとする報告があり、肝癌では 3 報の有意な関連と 1 報の有意な関連がない
とする論文があったとしている。 
また、Koppen らは 1999 年～2009 年の間に報告された小児 ALL の発症頻度
と遺伝子多型との関連調査で 14 の報告をとりあげ解析を行っているが、多型が
あると発症頻度が上昇すると報告しているものが 2 報、不変であるとしたもの
が 7 報、減少するとしたものが 9 報であった[72]。このように MTHFR 多型は
発がん性や DNA 修復に何らかの影響を与えている可能性があるが、評価は定ま
っていない。 
小児 ALL 患者と MTHFR 多型との関連は、主として白人を対象とした研究で
多く報告されている。Aplenc らは 520 例の小児 ALL 患者の MTHFR 遺伝子多
型（c.677、c.1298）を同定し、MTHFRc.677C>T の遺伝子型別の無再発率は
CC ホモで 78.9%、CT アレルで 71.1%、TT ホモアレルで 66.6%であり、T アレ
ルを有する群の無病生存率が有意に低くその危険率は 1.82 であったと報告した
[60]。一方、ブラジル人小児 ALL 患者 126 例において MTHFRc.677C>T の C
アレルを有する群の EFS が低いとの報告[73]がある。また、白人小児 ALL 患者
201例においてMTHFRの遺伝子多型別に無イベント率の比較を行ったところ、
MTHFRc.677C>T の T アレルと c.1298A>C の A アレルを持つ者は 77.8％、持
たないものは 89.3%であり、優位に MTHFRc.677Tc.1298A アレルを有する者
のイベント発生率が高く、その危険度は2.2であったと報告した[48]。以上より、
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その臨床的意義は一定せず、特に人種を越えた拡大解釈は慎重になるべきであ
る。我々は MTHFRc.1298A>C 多型が生命予後と統計学的有意差をもって関連
することを示したが、検索範囲内では日本人小児 ALL 及び NHL の生存率との
関連を調査した報告はないことから、日本人小児 ALL 及び NHL 治療における
意義は大きいと考える。 
 
IV-8 結論 
小児リンパ性悪性腫瘍患者（ALL 及び NHL）において、葉酸代謝酵素である
MTHFRc.1298A>C 多型で少なくとも 1 つ C アレルを持つ症例には再発・原病
死が見られず、予後良好因子となりうることが示唆された。 
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まとめと結論 
MTHFR c.677C>T の T アレルは、日本人小児 ALL 患者で大量 MTX 療法中
の血清 ALT 高値と関連し、次投薬の遅延と関連した。また、MTHFR c.1298A>C
の A アレルは血清 ALT 高値と関連した。このことは、高ホモシステイン血症が
生じ、血管障害などが起こることによるものと推察される。 
一方、IV 章で示した通り、小児リンパ性悪性腫瘍患者（ALL 及び NHL）に
おいて、葉酸代謝酵素である MTHFRc.1298A>C 多型で少なくとも 1 つ C アレ
ルを持つ症例には再発・原病死が見られなかった。 
これは、MTHFR 酵素活性が低下することにより、5,10-methylene-THF 及
び TS が増加、ついで DNA 新成が増加し、全治療経過においては有害事象の軽
減につながった可能性がある。 
つまり MTHFR の座位は異なるものの、いずれも酵素活性を低下させる多型
を有する患者において、大量 MTX 療法中の有害事象の増多と次投薬の遅延がみ
られたものの、最終的な予後は良好因子になりうるという一見矛盾した結果が
得られた。しかし ALL 及び NHL に対する治療は MTX 以外にも複数の薬剤を
組み合わせ、最長 3 年間治療を行う複雑な治療計画となっている。よって、
MTHFR の多型は MTX 療法中の有害事象の増多をきたすが、そのほかの治療計
画中には有害事象の軽減が得られ、結果的に治療の遅延を回避できていた可能
性が考えられるが、今回は MTX 単独療法以外の治療中の有害事象との関連調査
は行っておらず、今後更なる検討が必要と考えられた。 
また、今回の検討では SLCO1B1 (c.1865+4846 T>C, c.521 T>C) 多型は
MTX 単独療法中の有害事象や再発・原病死との関連は見られなかった。 
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参考文献（Fukushima H, et.al,2013）より抜粋 
図 1 葉酸代謝における MTX の阻害機構 
MTX は 2 つの機構で葉酸サイクルによる DNA 新成を阻害している。第一に DHF を
5,10-methylene-THF に変換する DHFR を阻害し、第二に MTX－ポリグルタミン酸が
dUMP を dTMP に変換する TS を直接的に阻害することによって DNA 新成を阻害してい
る。MTHFRの多型によって5-methyl-THFの生合成が低下し、Homocysteineが上昇する。 
 
略語：DHF: dihydrofolic, DHFR: dihydrofolate refuctase, MTHFR: 
methylenetetrahydrofolate reductase, MTX: methotrexate, THF: tetrahydrofolate, 
TMP: thymidine monophosphate, TS: thymidylate synthase, UMP: uridine 
monophosphate 
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図 2  MTHFRc.1298 の多型別無イベント生存率 
患者群を MTHFR c.1298 AA 群と AC もしくは CC 群で分けた時の event free survival を
グラフで示す。治療終了後 1 か月以内に肺高血圧症で死亡した一症例は除いている。統計
学的に差を認めた（p=0.004）.  
 
  
   
p=0.004 
AA 
AC/CC 
日数 
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表 1 第 III 章の対象患者背景. すべて ALL（標準危険群・高危険群）で対象全 149 コース. 
 
患者背景（N=58） 
診断 BCP 56 
 その他 2 
初発時白血球数（/μL） <20,000 49 
 20,000～50,000 5 
 50,000～100,000 4 
 ≧100,000 0 
性別 男:女 25：33 
診断時年齢 (歳)  6.50 (1.58-15.83) 
リスク分類 標準 29 
 高 29 
第一寛解／再発生存／死亡  51／6／1 
大量 MTX コース（N=149） 
12 時間持続 19 
24 時間持続 130 
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表 2 TCCSG 初期リスク分類. 初診時末梢血数及び年齢により区分. 
 年齢 
末梢血白血球数（/µL） 1～6 歳 7～9 歳 10 歳～ 
<20,000 標準 高 高 
20,000～50,000 高 高 超高 
50,000～100,000 高 高 超高 
≧100,000 超高 超高 超高 
文献 59 より引用・一部改変 
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表 6 第 IV 章の対象患者、全 103 例の背景. ALL 並びに NHL で大量 MTX 療法を受けた
患者. 
 
全患者（N=103） 
診断 ALL  BCP 68 
    T 9 
  その他 5 
 NHL Burkitt 10 
  DLBCL 2 
  T 5 
  その他 4 
性別（男：女） 62：41 
診断時年齢（歳） 7.43 (0.2-19.2) 
第一寛解／再発生存／死亡 89／8／6 
観察期間（か月） 59.9 (2.1-188.8) 
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表 7 第 IV 章における疾患別の患者背景. 用いた分類法は ALL で TCCSG の定めるリスク
分類（表 2）、NHL は Murphy 分類. 
 
ALL （N＝82） 
初発時白血球数（/µL） <20,000 61 
 20,000～50,000 8 
 50,000～100,000 8 
 ≧100,000 5 
初期リスク分類 標準 30 
 高 29 
 超高 18 
 その他 5 
NHL（N=21） 
stage I   1 
stage II   4 
stage III   7 
stage IV   9 
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表 8    悪性リンパ腫患者の病期分類. （Murphy et al [65]より引用・一部改変） 
＊3 箇所以上の節外性病変が存在する場合は、部位にかかわらず stage III に分類する 
＊＊腹部原発腫瘍を摘出しても、残存リンパ節に病理学的に腫瘍が証明された場合は stage 
III とする 
 
  
stage I 1) 単一の節外性病変または単一のリンパ節領域内に局在した病変 
   （但し縦隔と腹部病変は除く） 
stage II 1）単一の節外性病変で領域リンパ節の浸潤を伴うもの 
 2）横隔膜の同一側にある 
   （2a）2 箇所以上のリンパ節領域の病変 
   （2b）2 箇所の単一の節外性病変（所属リンパ節浸潤の有無は問わない）
 3）肉眼的に全摘された消化管原発病変（通常回盲部） 
   （隣接する腸間膜リンパ節への浸潤の有無は問わない） 
stage III 1）横隔膜の両側にある 2 箇所の単一の節外性病変 
 2）横隔膜の両側にある 2 箇所以上のリンパ節領域の病変 
 3）胸郭内（縦隔、胸膜、胸腺）の病変 
 4）腹部原発の広範囲に及ぶ病変で、全摘不能であったもの 
 5）傍脊髄または硬膜外の病変（ほかの病変部位の有無は問わない） 
stage IV 1）発症時に中枢神経系または骨髄（腫瘍細胞が 25%未満）に浸潤があるもの
    （原発巣は上記いずれでもよい） 
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